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多 种 有 机 磷 剂 抗 性 品系 淡色 库 蚊 
凌 酸 酯 酶 的 提纯 及 其 对 “C 一 马 拉 硫 磷 的 
降 介 作用 
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DEAE 一 一 纤维 素 柱 是 析 及 其 连续 梯度 洗 陪 法 用 于 分 离 纯 化 演 色 库 垃 有 机 
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的 已 s 重 成 线性 关系 。 此 直接 证 明了 抗 性 品 季 体内 巨 合 成 量 的 增加 是 其 产生 有 
机 研 抗 性 的 主要 机 理 之 一 。 


表皮 穿 适度 的 降低 ， 技 子 栈 一 乙酰 胆 碱 酯 酶 的 变 构 作用 和 醇 解 毒 作用 的 增长 是 使 尼 
忠 对 有 机 磷 杀 上 虫 剂 产生 抗 性 的 三 个 主要 因素 。 

BREF (19801) 较 详细 地 研究 了 淡色 库 蚊 (Culex pipiens pallens) AMR 
品系 《R》 及 敏感 品系 《5S) 的 抗 性 谱 ， 发 现 尺 品系 对 多 种 有 机 磷 剂 产生 抗 性 。 尺 品系 
AS 品系 对 马 拉 礁 的 表皮 穿 透 度 无 差异 ， 对 政 百 虫 则 有 明显 差异 〈 唐 振 华 等 ，1980,) 。 

非 氧化 藤 类 在 有 机 故 剂 抗 性 昆虫 中 的 重要 作用 已 有 综述 (Motoyama 4, 1974) ; 
陈 巧 云 等 《1980) 就 上 述 民 品系 及 5S 品系 的 水 解 醇 类 作 了 一 系列 比较 研究 ， 发 现 胆 碱 柄 
卫 的 活力 及 其 对 药剂 的 敏感 度 无 品系 间 差 异 。 但 R 品 系 电泳 酯 酶 谱 有 一 条 活力 很 高 的 羧 
KERN E, (Carboxylesterase E. C. 3.1.1.1.), E 5 REI d. (Dipterex) 抗 性 成 平行 
关系 。 进 一 步 研 究 指出 ， 该 下 * 分 布 在 亚 细 胸 的 微粒 体 上 清 液 中 〈42,000 转 /分 , 105,000 
xg) 即 可 溶性 组 份 ， 离 体 研究 认为 它 可 能 降解 马 拉 硫 克 〔Malathion) RRE NÆH 
〈 姜 冢 恨 等 ，1980) ， 与 用 民品 系 活体 降 介 CI C— BH) BRC C—Methyl]- 
Malathion) 的 研究 结果 一 致 〈 唐 振 华 等 ，1980) , ERE TES BUR BLBIOR DL PEDE (UE 
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bs (Multi-Organophosphate Resistant Strain) 的 解毒 作用 —— A l 
本 文 拟 以 提纯 的 EE HERKES SD ER R ELE, 


材料 与 方法 


1 ,昆虫 来 源 ， 淡 色 库 蚊 S 品系 为 本 实验 室 饲 养 ， 其 四 令 有 幼虫 对 敌 百 虫 的 C. 为 
0.1 ppm. 淡色 府 蚁 民品 系 为 1972 年 来 自 上 海 闪 北 区 ， 室 内 用 各 至 虫 选 育 多 年 的 抗 多 种 
有 机 磷 剂 品系 〈 唐 振 华 等 ，1980) ， 其 四 令 幼 虫 对 敌 百 虫 抗 性 过 240 SR, MRK 
贝 芍 35 倍 ， 抗 马 拉 硫 砍 4 售 ， 羽 化 的 淡色 库 归 奴 成 虫 在 5 00] 8] 8 SE 4 一 6 天 作为 制 
备 酶 原 的 材料 。 

2,.14C 一 马 拉 硫 诗 系 浙江 农业 大 学 生物 物理 教研 组 合成 ， 放 射 性 强 庭 为 0.404 3E 
里 /毫克 分 子 ， 经 薄 层 扫描 仪 检测 无 杂质 存在 ， 使 用 时 以 丙酮 稀释 ， 经 『] 一 353 NER 
眉 闪 烁 计数 仪 测定 得 相对 放射 性 比 度 为 ?20 cpm / ul. 1 * C— By pr et ic EE AN. zue Tu 
FJ-353 双 道 液 体 闪 烁 计数 仪 对 !* C 一 马 拉 硫 磷 的 效率 为 85%。 

3.989 K& EBE CE. C. 3. 1. 1. 1.) 测定 方法 ， 参 见 Van Asperene, K, (1962) Jj 
E. Ho-ACKNUERM. ARBRE Ba-AXEE SE AED 偶合 显示 深蓝 色 ， 在 600nm 
外 测 光 密度 ， 从 4- 茶 酷 标准 曲线 上 查 得 生成 的 a~ 茶 酚 量 来 表示 酶 的 相对 活力 。 蛋 白 浓 
BS Lowry (1951》 法 测定 。 

A. BEERE, BFR Beronek (1974) 法 。 

5.1 C—H E BEBE PORE BBRS EE Ay, BH Bigley 及 Plapp (1962) WH, 410983] 
(39D '*C—S bro ED IRLEERIDHE IB, "Sam, WHR E, RA 
0.04M Saz, SBikahi ng, 28 —30^C PRI 905p Shy 0 LIC TER TE 
GEZ ZE 分 种 再 加 到 含 !*C 一 马 拉 硫 磷 的 刻度 管 中 进 行 保温 ， 然 后 分 别 测定 各 握 纺 相 
拍 提 液 及 水 相 中 未 降解 的 标记 马 拉 硫 人 蕊 、 送 酸 柄 酶 降 介 产物 及 磷酸 酯 醇 降 解 产物 量 ， 测 
定数 据 均 用 1!4C 一 正 十 六 烷 进行 内 标 法 作 尝 灭 校正 处 理 。 

6, 桶 丙烯 酰 腕 圆 盘 电泳 及 耳 醉 检测 ， 和 参照 Maure(1971) 方法 ， 详 见 陈 巧 云 等 (1980) 。 

7. FERRE: 

$1253; DE-32 纤 维 素 (DEAE-Cellulose) (Whatman 分 装 ] Sp, EE IN 
NaOH 25085, HOM, WEFR He, REARBKK, REA 
0.02 M Tris/HCl pH 7.05 Am HOC TUOIECTASN NOB, ERR PIED 
2.0x 30]8DE OTE $2 DE-32 柱 高 度 为 25.5 砷 米 止 ， 整 个 在 操作 过 程 不 使 柱 中 有 气泡 
产生 ， 装 毕 放 置 半 天 以 上 ， 然 后 在 10°C 以 下 继续 用 0.02 M Tris/HCl pH7.05£ M: TR PE 
分 平衡 直至 柱 中 流出 波 的 pH Eh d EE PH 一 致 ， 层 析 柱 备用 。 

秤 4.2 克 用 乙醚 麻醉 的 及 品系 早 成 虫 , 加 二 5 毫升 0.04M BERE RIP pH 7， 在 冰 水 浴 
中 用 Potter-Elvehjen 匀 浆 器 充分 匀 约 10 分 钟 ，3000 转 /分 离心 10 分 钟 ， 弃 去 沉淀 ， 上 清 
WF 4 oC 超 离心 1 小 时 〈42,000 转 /分 ! 105,000xg) ， 除去 第 二 次 沉淀 ， 上 清 液 经 玻 
璃 纤维 过 滤 除 去 腊 质 ， 得 可 溶性 组 份 总 体积 为 10 毫 升 ， 取 其 1 EREE, MIME 
岂 浓 度 测 定 外 余 者 迅即 加 样 上 备用 层 析 柱 洗 脱 分 离 ， 采 用 连续 梯度 洗 脱 法 ， 洗 脱 液 系 
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统 为 ，0.02M Tris/HCl pH7.05520.35M NaCl 的 0.02M Tris/HCl pH7.054200%F+, 
每 半 小 时 收集 1 管 ， 每 管 收集 流出 液 4 SH, DAEAR PORRER 
度 。 并 与 流出 液 通过 HD-76 一 6 核酸 蛋白 检测 仪 于 280nm 自动 记录 了 曲线 相对 照 。 


OR 


在 10°C 以 下 用 0.35M NaCl fy 0.02M Tris/HCl] pH 7.05 缓冲 液 系 统 作 连 续 梯 度 洗 脱 
成 功 地 分 离 纯化 了 特征 性 羧 酸 酯 酶 EE ，， 醇 活力 与 蛋白 峰 一 致 ， 纯 化 的 E. ERARE 
第 13、14、15 及 16 管 中 ; 第 14 管 活力 最 高 ， 纯 度 达 150 倍 《〈 见 图 [、I 及 表 I ) ， 籍 聚 再 
烯 酰胺 凝 胶 电 泳 及 扫描 检测 第 13、14 及 15 管 的 流出 液 中 只 存在 一 条 特征 性 EH, BR 
磷酸 酯 酶 存在 。 用 不 同 量 纯化 E. 与 相同 量 !4C 一 马 拉 硫 太保 温 所 测 得 的 酶 解 产物 量 对 
Es 量 作 图 得 一 线性 关系 WAD 此 直线 未 通过 原点 可 能 由 于 反应 液 中 存在 极 少量 
抑制 剂 或 E. 在 稀释 液 中 一 小 部 份 失 活 所 致 。 在 EE; 降 介 产物 中 不 在 在 碰 酚 酝 栈 的 水 解 
产物 。 
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淡色 库 蚊 E. 让 在 于 可 洲 性 组 分 ， 酶 的 抽 提 易于 重复 ， 不 需 加 去 拍 剂 ， 及 品系 和 5S 
品系 的 柄 性 磷 柄 酯 酶 活力 低 ， 无 质 与 量 的 差异 ， 维 持 pH 7.05 条 人 忻 下 用 递增 离子 强度 的 
缓冲 液 能 有 效 地 使 微粒 体 上 清 液 一 步 通过 DE-32 纤 维 素 柱 连续 梯度 层 析 就 得 到 纯化 的 
Es, WERE; 以 3,000 转 /分 所 得 粗 抽 提 液 {去 腊 质 ) — POR IEDE-32 8 BEI 
祥 得 到 了 单一 的 纯化 E，。。 因 此 本 方法 比 抗 马 拉 硫 故 中 六 库 蚁 (Culex tarsalis), APL 
SES (Myzus persicae) RH WEE (Periplanta americana L.) 等 的 凑 酸 酯 
Ei AD Pa EL EE 3:38. (Matsumura 等 , 1963, Devonsire, 1977; Alshorpour 等 ， 
1963) 。 此 有 利于 酶 的 活性 保持 及 制备 。 

纯化 的 Ea Æ 0.02 M Tris/HCl pH 7.05 缓冲 液 中 不 很 稳定 ， 如 加 入 最 后 浓度 为 1 
毫 更/ 毫升 的 孵 清 蛋白 能 保持 其 稳定 性 ， 若 换 以 0.02M 磷酸 缓冲 液 PH7 置 于 水 箱 中 也 能 
保持 其 相对 稳定 性 。 

S 品 系 因 卫 :含量 很 全， 经 DE-32 纤维 素 柱 层 析 后 检测 无 活力 。 

用 纯化 的 特征 性 E. 直接 降解 有 机 磷 剂 以 研究 抗 性 机 制 的 还 为 数 不 多 ， 图 下 说 明 纯 
化 的 EE 直接 降解 马 拉 硫 磺 ， 其 降解 速率 随 EE。 量 的 增加 而 提高 ， 正 s 的 大 量 生 物 合成 确 
实 是 导致 淡色 库 蚊 对 敌 百 虫 及 马 拉 硫 更 等 有 机 磷 剂 产生 抗 性 的 主要 机 制 之 一 。 

前 文 ( 姜 家 良 等 , 1980) 的 ki 值 测定 指出 已 * 对 敢 百 虫 及 敌 敢 缚 (DDyp) 分 子 的 亲 和 
Ji p E NR a ANO 改 百 虫 分 子 结构 无 羧 酸 柄 键 ， 由 于 品系 体内 合成 
了 异常 量 的 忆 * 而 使 许多 敌 吾 囊 分 子 可 能 首先 与 大 量 正 * 亲 合作 为 贮存 场所 免除 或 减缓 了 
MRT RSS. ROMER EAR FEMS RSPR RMR SREB 
有 其 它 抗 性 机 制 有 待 于 进一步 研究 。 

一 般 认 为 蚊虫 的 数 酸 姨 酵 分 布 在 亚 细 胞 的 线粒体 组 份 ， 如 蹦 班 库 改 就 是 如 此 

(Matsumurad Brown 1963, 1961) 5 KEES iH A ARRAS EW A Gg T 

性 组 份 ， 此 显示 出 种 的 差异 。 足 兽 库 蚁 抗 马 拉 硫 磷 品 系 的 抗 性 机 理 主 要 与 兰 柄 酯 酶 有 
关 ， 与 磷 渍 栈 栈 的 关系 必 竞 是 次 要 的 | 淡色 库 蚊 及 品系 的 抗 性 主要 因素 之 一 也 与 状 酿 配 
Sr, AX, baang, RAA ERR REES A 
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Di PE BL ssl RT BE Hr FAE B6 EK ME o - BE E Et SC BECK Jr P RER — 1 BERG PIE (Stone 
& Brown, 1969), $n oe EERE R RRA ARE «BOE Pr LEAK T REIR RI 
ARE TRZ BEBEDLDHILUR m AE PS RO PRESE AR DURER T RRE B9 A 
量 。 由 此 可 见 ， 不 同 种 类 昆虫 具有 错综复杂 性 的 生化 现象 ， 仅 以 一 种 昆虫 的 研究 结果 所 
作 的 概括 性 结论 常常 是 不 妥当 的 。 

zA RRRA EBRO. J. Oppenoorth & K. Van Asperen, 1960) 
实际 上 就 是 基因 突变 产生 变 构 蛋白 质 。 他 们 认为 有 机 妖 抗 性 家 蝇 是 由 于 基因 “a ”的 突变 
使 非特 异性 酯 族 蓝 酶 活力 降低 而 合成 了 对 有 袖 磷 剂 进行 降解 作用 的 磷酸 醒 蘑 。 

Georghion (1965) 指出 这 个 “突变 基因 ”假设 是 不 全 面 的 。 因 有 的 酯 酸 活 AKA 
是 敏感 品系 ， 而 高 酯 酶 活力 的 家 蜗 是 抗 性 品系 。 即 使 低 酯 酶 活力 的 抗 性 品系 往往 是 多 因 
子 的 抗 性 ， 即 与 多 功能 氧化 酶 系 及 谷 胱 甘 肽 转移 醇 有 关 ， 这 就 需要 测定 单独 因子 对 抗 性 
所 处 的 地 位 也 有 抗 性 与 非特 异性 苹 族 酯 酶 无 关 的 抗 狂 家 蝇 品 系 。 

我 们 的 大 量 工作 〈 陈 巧 云 等 ，19808 美 家 良 等 ，19808 唐 振 华 等 ，1980) 说 明了 R 
品系 淡色 库 蚁 多 因子 抗 性 机 制 } 但 二 ,的 大 晤 合成 是 主要 因子 之 一 ， 这 与 有 机 歼 剂 抗 性 
KG (Myzus persicae) 的 E, 生 物 合 成 (Needham et Sawicki, 1970, Devonshire, 1977) 
BABU, Devonshire 和 Sawicki (1979) 解释 已 :的 合成 是 由 于 非 同 源 染 色 体 基因 易 
位 及 其 基因 重复 所 致 。 

情 识 是 复杂 的 ， 淡 色 库 蚊 及 品系 、S 品系 及 其 近亲 致 乏 库 蚊 抗 倍 硫 磷 品 系 间 的 关系 
无 论 是 Oppenoorth AFAR Devonshire 及 Sawicki 的 解释 都 不 能 完善 地 说 明 问 题 。 
由 于 昆虫 来 源 的 局 限 性 ， 我 们 认为 进一步 探讨 昆虫 抗 药性 与 水 解 酶 的 关系 ， 用 遗传 工程 
的 手段 研究 醇 分 子 结构 与 功能 的 关系 将 是 极 有 前 途 的 。 


$= x Ww 
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PURIFICATION OF CARBOXYLESTERASE AND ENZYMATIC 
DEGRADATION OF '‘C-MALATHION IN 
MULTI-ORGANOPHOSPHATE-RESISTANT MOSQUITO 
(CULEX PIPIENS PALLENS COQ.) 


Huang Gang Chen Qiaoyun Tang Zhenhua Chiang Chialiang 
(Shanghai Institute of Entomology, Academia Sinica) 


The carboxylesterase associated with resistance was separated from other 
esterases in homogenates of resistant mosquito adults (Culex pipiens pallens 
Coq.) by a column chromatography of DEAE-cellulose eluted with a linear 0 — 
0.35M-NaCl gradient in 400 ml of 0,02M tris! HCl buffer (pH 7.05). 

The purified enzyme was examined for its enzyme compositions by using a 
polyacrylamide gel disc electrophoresis, The results showed that the purified enzyme 
was 150 times more pure than the crude homogenates and is a single band E, 
without overlapped phosphatase. 

The enzyme activity corresponded with the protein peak, 

Radiometric studies showed that this purified E, band was able to degrade 
|C-malathion and the main products carboxylic acid derivatives correlated with 
the amounts of E,, 

These facts evidenced that the carboxylesterase E, is an important factor in the 
mechanism of resistance of Cules pipiens pallens Coq. to organophosphorus 


insecticides, 


